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RESUMO 
O objetivo deste trabalho foi analisar as possíveis fontes de infeções nosocomiais numa clinica 
de Hemodiálise, uma vez que se trata de um ambiente onde os pacientes se encontram com o 
sistema imunitário debilitado, devido ao tratamento a que são submetidos. Tendo em conta 
que estas infeções podem resultar da formação de biofilmes, e devido à sua perigosidade, 
torna-se ainda mais imperativo o seu estudo para a sua redução. Neste âmbito foram 
realizadas diferentes abordagens, incluindo a avaliação da adesão microbiana a materiais 
usados em hemodiálise, determinação da eficácia dos antimicrobianos mais usados e 
verificação da existência de contaminações nos materiais usados em prática clinica.  
Para os ensaios de adesão, foram usadas culturas simples e mistas de Staphylococcus 
epidermidis 1457 e Candida albicans SC5413. Foram efetuados ensaios dinâmicos com 
recirculação e também ensaios estáticos, ambos realizados por um período de 4 horas e 
recorrendo a linhas de hemodiálise. Neste estudo foi possível concluir que a existência de 
caudal de circulação é um dos fatores que evitam a adesão de microrganismos. Também se 
verificou, em ambos os ensaios, que, quando em culturas mistas, a adesão era ligeiramente 
inferior quando comparada com as mesmas espécies em culturas puras, indicando haver uma 
certa competição entre as espécies. 
A avaliação dos agentes antimicrobianos utilizados na clínica de hemodiálise foi efetuada em 
biofilmes simples e mistos de Staphylococcus epidermidis 1457 e Candida albicans SC 5413. 
Avaliou-se o crescimento celular após o contacto do biofilme com dois agentes 
antimicrobianos variando o tempo de contacto entre o agente e o biofilme e posteriormente 
variando a concentração. Verificou-se que, apesar dos dois agentes utilizados serem bastante 
eficazes, um deles (antimicrobiano 2) demonstrava uma maior eficácia, o que se pode dever à 
sua composição, dada a presença de digluconato de cloro-hexidina, que lhe confere melhores 
propriedades antimicrobianas. 
Na fase final efetuou-se a recolha de material utilizado nos tratamentos efetuados na clinica 
para avaliar se estes tinham alguma contaminação microbiana. Foram então recolhidas 
válvulas Q-site e agulhas de fístula arteriovenosas. Para analisar possível crescimento celular 
colocou-se o material em questão em contacto com meio rico. Também foi avaliada a 
biomassa presente nas agulhas de fístula arteriovenosas referidas anteriormente recorrendo 
ao método de Violeta Cristal. Assim, verificou-se que tanto nas válvulas Q-Site como no 
interior das agulhas de fístula arteriovenosas não foram detetadas células viáveis, no entanto, 
no seu interior, detetou-se presença de biomassa. No exterior das agulhas de fístula 
arteriovenosas foram detetadas duas espécies de microrganismos possivelmente resultantes 
do seu contacto com o paciente e do facto de estes estarem expostos ao ar durante os 
tratamentos. 
Sendo assim, e apesar dos testes in vitro indicarem que o material utilizado nas linhas de 
hemodiálise para o tratamento de hemodiálise favorecerem a adesão microbiana, a alta 
eficácia dos antimicrobianos associada às boas práticas clínicas, fazem com que na realidade, 
durante os tratamentos, não se verifique adesão que seria de esperar pelos testes in vitro. 
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ABSTRACT 
The main objective of this study was the analysis of possible sources of nosocomial infections 
in a hemodialysis clinic, since it is an environment in which patients have a weakened immune 
system due to the treatment to which they are subjected.  Given that these infections can 
result from the biofilm formation, and due to its hazard, this study becomes imperative. In this 
context, different approaches were performed, including assessment of microbial adhesion to 
the materials used in hemodialysis, determination of the efficacy of antimicrobials commonly 
used in clinical pratice and evaluation of hemodialysis material’s contamination. 
For the adhesion assays, simple and mixed cultures of Staphylococcus epidermidis 1457 and 
Candida albicans SC5413 were used. Both dynamic, with recirculation, as static tests were 
performed using hemodialysis lines and over a period of 4 hours. In this study it was concluded 
that the existence of continuous flow is one of the factors that prevents microbial adhesion. It 
was also found in both tests that when in mixed cultures, the adhesion was slightly lower as 
compared with the same species in pure cultures, indicating it might be present some 
competition between the species. 
The evaluation of antimicrobial agents used in a hemodialysis clinic was conducted using pure 
and mixed biofilms of Staphylococcus epidermidis 1457 and Candida albicans SC 5413. Cell 
growth was assessed after contact of the biofilm with two agents, varying the time of contact 
and antimicrobials concentration. It was found that although both agents are quite effective, 
one showed greater effectiveness, maybe due to its composition, since it had chlorhexidine 
digluconate which provide greater antimicrobial properties. 
In the final stage some materials used in the clinical treatments were collected and the 
microbial contamination was evaluated. So, Q-valves and vascular access sites used in patients 
with fistulas were collected. To analyze possible cell growth, the material in question was 
placed in contact with rich medium. The biomass present in vascular access was determined 
using the Crystal Violet staining methodology. Thus, it was found that in devices there were no 
viable cells. However in the interior of the vascular access some biomass was detected. 
Outside of accesses two species of microorganisms have been detected possibly resulting from 
its contact with the patient and the fact that they are exposed to air during the treatments. 
Thus, despite the in vitro tests indicate that the material used in hemodialysis lines favors 
microbial adhesion, the high efficacy of antimicrobials associated with a good clinical practice, 
explains that during treatment, it was not detected cellular adhesion expected from the in 
vitro tests. 
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Apesar dos progressos que têm ocorrido nos últimos anos na área da saúde pública e 
nos cuidados hospitalares, o número de infeções nosocomiais, agora denominadas 
infeções associadas aos cuidados de saúde (IACS), continua a aumentar, afetando 
principalmente pacientes, mas também profissionais de saúde e pessoal externo 
circulante nas instituição prestadoras de cuidados de saúde. Além disso, estas infeções 
aparecem muitas vezes associadas a biofilmes, estruturas complexas de agregados 
microbianos envolvidos numa matriz extracelular. Estes biofilmes são geralmente 
muito difíceis de eliminar, e são causadores de infeções perigosas, especialmente em 
doentes que já têm o sistema imunitário debilitado, como por exemplo os doentes 
renais sujeitos a tratamentos de hemodiálise. Estes doentes têm que fazer hemodiálise 
com elevada frequência (em média 3 vezes por semana), encontrando-se assim 
facilmente expostos a estes perigos. Dada a frequência e perigosidade destes 
biofilmes, vários compostos têm sido usados nos últimos anos, de forma a eliminar a 
formação dos mesmos. No entanto, devido à versatilidade dos biofilmes, ainda é 
necessário realizar mais estudos nesta área, para se encontrar a solução ideal, para 
cada situação. 
Assim, é de extrema importância o controlo das IACS, nomeadamente nas clinicas de 
hemodiálise. Além disso deve ser dado um foco especial à formação de biofilmes, dada 
a sua grande ameaça. Deste modo, os objetivos deste trabalho são o estudo in vitro 
das linhas de hemodiálise existentes na clinica de hemodiálise, a análise dos agentes 
antimicrobianos utilizados para desinfeção para a eliminação dos agentes infeciosos. O 
trabalho foi desenvolvido na Clinica de Hemodiálise Nephrocare Braga em colaboração 
com o Departamento de Engenharia Biológica, onde foram feitas as análises 
laboratoriais necessárias para o desenvolvimento do trabalho. 
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1.1. Infeções Associadas aos Cuidados de Saúde 
As infeções nosocomiais, agora denominadas de Infeções Associadas a Cuidados de 
Saúde (IACS), são definidas, de acordo com o CDC (Center for Disease Control), como 
infeções que se desenvolvem em meio hospitalar sendo que não estavam presentes ou 
em incubação no momento de admissão do paciente no hospital (Ahmed, 2002; 
Qayyum et al., 2010). 
As medidas modernas de controlo de infeção foram baseadas no trabalho de Ignaz 
Semmelweis, que em 1840 mostrou a importância da higienização das mãos no 
controlo da transmissão de infeções em hospitais. No entanto os esforços para o 
controlo de infeções foram irregulares por quase um século. Em 1976, a Joint 
Commission on Accreditation of Healthcare Organizations, publicou normas de 
acreditação para controlo de infeção, criando a necessidade das unidades prestadoras 
de cuidados de saúde de proverem suporte administrativo e financeiro para a criação 
de programas de controlo de infeção (Weinstein, 1998).  
Existem três fatores fundamentais para a emergência de IACS. O primeiro é 
relacionado com o aumento do uso de agentes antimicrobianos nas instituições de 
saúde. Este uso excessivo levou então a uma resistência dos microrganismos aos 
mesmos. Por exemplo, o uso indiscriminado de antibióticos do grupo das 
cefalosporinas é muitas vezes citado como causador do aparecimento de Enterococci 
como infeção nosocomial. Também se verificou que o aparecimento de Staphylococcus 
aureus resistente à meticilina (MRSA), em resposta ao uso das cefalosporinas se 
tornou uma das maiores ameaças de infeções em meio hospitalar. Um outro fator está 
relacionado com os profissionais prestadores de cuidados de saúde, que muitas vezes 
incorrem em falhas nas precauções básicas de controlo de infeção, como por exemplo 
a lavagem das mãos. Por último, o número de pacientes imunocomprometidos tem 
aumentado muito nos últimos anos, o que leva a uma maior ocorrência de infeções 
nosocomiais, dado a sua grande suscetibilidade (Weinstein, 1998).  
Existem quatro vias principais de transmissão mais comuns de infeções hospitalares, 
no que diz respeito à forma como o agente infecioso é transferido da fonte para o 
hospedeiro. Assim a primeira via de transmissão é por contacto direto/indireto, isto é, 
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quando existe contacto físico (direto) entre a fonte de contaminação e o futuro 
hospedeiro, ou através de contacto com um objeto contaminado (indireto). A segunda 
via de transmissão, é por via aérea, que também pode ser na forma de gotículas, 
sendo estas normalmente originárias do ato de tossir, espirrar ou falar com pessoas 
infetadas. A terceira via realiza-se através de um veículo de transmissão como comida 
e águas, o que permite atingir vários hospedeiros a partir de uma única fonte. 
Finalmente a ultima via de transmissão é através de um vetor como, por exemplo, os 
insetos. Apesar da existência destas quatro vias de transmissão, as mais comuns em 
ambiente hospitalar são aquelas que ocorrem quer por contacto direto quer por via 
aérea (Ahmed, 2002; Kowalski, 2007). 
As infeções associadas a cuidados de saúde são normalmente causadas por fungos, 
vírus ou bactérias. Sendo que as infeções adquiridas em meio hospitalar causadas por 
bactérias e vírus são as que apresentam maior morbilidade e mortalidade (Qayyum , et 
al., 2010). Entre os microrganismos mais comuns encontra-se Clostridium difficile, uma 
bactéria anaeróbia Gram-positiva que resiste a temperaturas extremas e à maioria dos 
desinfetantes hospitalares. Pode ser encontrada em esfigmomanometros, mãos, 
roupas de cama entre outros. Além disso, os organismos Gram-negativos suscitam 
interesse no que diz respeito ao controlo de infeção devido à sua propensão para 
resistir a antibióticos. Têm-se verificado numerosas infeções resultantes de 
microrganismos do género Klebesiella, Enterobacter, Escherichia, Serratia e 
Pseudomonas, sendo que as suas origens podem ser bastante variadas. As espécies de 
Klebesiella e Escherichia podem, por exemplo, ser encontradas em esfregonas e 
baldes, enquanto que a espécie Serratia pode ser encontrada em acessórios de cortar 
a barba. Já as espécies de Pseudomonas podem surgir em lavatórios (Vatopoulos et al., 
1996; Dancer, 1999). 
Outro organismo causador de infeções nosocomiais é o já referido MRSA, que pode ser 
isolado de comandos de televisão, almofadas, teclados de computadores e até de 
canetas de profissionais de saúde. As bactérias de S. aureus podem ainda estar 
presentes em camas hospitalares, cortinas e uniformes de enfermeiros e sobreviver 
durante 175 dias sobre condições difíceis, como a ausência de água. Podem ainda ser 
transportadas nos estetoscópios dos médicos, roupas e respetivas mãos (Dancer, 
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1999). O Enterococcus resistente à vancomicina (VRE) é outro dos organismos a incluir 
na lista de causadores de infeções hospitalares, sendo resistente a desinfetantes e 
antibióticos e sobrevive mais tempo em ambiente hospitalar. Pode se encontrar tanto 
no sistema gastro-intestinal de humanos como de animais (Dancer, 1999). 
Os vírus também podem ser incluídos na lista de organismos causadores de infeções 
hospitalares, sendo que alguns vírus podem causar gastroenterites. Esta doença afeta 
normalmente pacientes mais idosos apesar de qualquer pessoa que frequente a 
unidade hospitalar poder contrair a doença. Este vírus parece propagar-se pelo ar, 
sendo que pequenas gotículas infetadas podem ser inaladas ou ingeridas. 
As vantagens económicas resultantes da prevenção de infeções hospitalares são um 
dos fatores a ter em conta para implementação de medidas de controlo de infeção. 
Aproximadamente 1 em cada 10 pacientes poderão vir a adquirir uma infeção após a 
sua admissão na instituição de saúde resultando num custo substancial para a 
instituição. Este aumento de custos pode resultar da estadia prolongada do doente no 
hospital, que irá originar uma maior ocupação de camas, como também maior número 
de intervenções terapêuticas e de diagnóstico. Estima-se que as infeções associadas a 
cuidados de saúde resultaram, em 2002, em custos de 6,7 biliões de dólares por ano 
nos Estados Unidos e 1,6 biliões de libras no Reino Unido. Estes custos exorbitantes 
podem ser mais um incentivo ao combate de infeções nosocomiais por parte das 
entidades de saúde (Graves, 2004). 
As IACS são muitas vezes associadas à formação de biofilmes pelos microrganismos 
patogénicos, uma vez que estes são fenotipicamente diferentes da sua forma 
planctónica, sendo mais resistentes às defesas do hospedeiro e aos agentes 
antimicrobianos (Adam et al., 2002).  
A existência de biofilmes resulta num sério problema para a saúde pública, devido ao 
aumento da resistência dos biofilmes a agentes antimicrobianos e ao grande potencial 
que estes organismos têm de causar infeções em pacientes mais suscetíveis ou 
portadores de próteses ou implantes. Assim, uma apreciação do papel dos biofilmes 
deve contribuir para futuras decisões médicas (Donlan, 2001).  
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Os biofilmes que se formam nos aparelhos médicos podem ser constituídos por 
bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas ou leveduras. Estes organismos podem 
ter origem na pele do paciente, dos trabalhadores do serviço de saúde, na água das 
torneiras ou outras fontes no meio envolvente ao paciente. O biofilme pode ainda ser 
composto por uma única espécie de microrganismos ou por várias espécies 
dependendo do tipo de aparelho colocado no paciente e do tempo que este está no 
seu interior. Um cateter urinário, por exemplo, pode inicialmente estar contaminado 
por um biofilme com apenas uma espécie de microrganismos, mas uma longa 
exposição leva inevitavelmente à formação de um biofilme com múltiplas espécies de 
microrganismos (Donlan, 2001). 
Entre os equipamentos médicos mais suscetíveis ao desenvolvimento de biofilmes 
encontram-se: os cateteres venosos centrais, as lentes de contacto, os tubos 
endotraqueais, os aparelhos intra-uterinos, as válvulas cardíacas, os pacemakers, os 
cateteres de diálise peritoneal, as próteses e os cateteres urinários. Evidências da 
ocorrência de biofilmes nestes equipamentos médicos advêm de estudos nos quais os 
dispositivos em questão foram examinados após remoção de pacientes ou testados 
em animais em meio laboratorial (Donlan, 2001). 
No caso de infeções causadas por equipamentos não cirúrgicos, como os cateteres 
urinários ou cateteres venosos centrais, a colonização do biofilme terá possivelmente a 
sua origem nos microrganismos presentes na pele do paciente junto ao local de 
inserção, ou pela migração dos microrganismos após a implantação. No caso de 
equipamentos médicos que necessitem de cirurgia, as lesões nos tecidos ou formações 
de coágulos associados à implantação cirúrgica estão relacionados com a formação de 
biofilme (Lynch et al., 2008).  
 
1.2. Conceito de Biofilme 
Os microrganismos são comummente vistos como organismos simples. No entanto, o 
seu estudo mostrou que estes demonstram comportamentos complexos. Com os 
avanços da tecnologia nos últimos 50 anos, tem-se vindo a reforçar noções sobre o 
desenvolvimento e crescimento microbiano em superfícies. Assim, uma comunidade 
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de microrganismos ligados a uma superfície pode ser definida como um biofilme 
(O'Toole et al., 2000; Hall-Stoodley et al., 2004) 
No século XVII, Antonie van Leuwenhoek, usou um microscópio ainda primitivo, mas 
que permitiu detetar pequenos agregados na superfície dos dentes. Mais tarde, em 
1934, Claude Zobell, referenciou que as bactérias aquáticas desenvolviam-se mais em 
superfícies sólidas do que em suspensão. Desde então, o desenvolvimento de técnicas 
de identificação molecular mostraram que os biofilme não são apenas agregados 
passivos de células ligados a superfícies, mas sim, sistemas biológicos altamente 
complexos dinâmica e estruturalmente (Hall-Stoodley et al., 2004; Costerton, 1999).  
Em 1964, Ralph Mitchel e Kevin Marchall, examinaram os primeiros estágios da 
formação de biofilme por bactérias em culturas puras, e distinguiram a absorção 
reversível das bactérias à superfície e a ligação irreversível que constitui a primeira 
fase da formação dos biofilmes (Costerton, 1999).  
 
1.2.1. Formação de Biofilme 
A observação de células vivas mostrou que as células em suspensão são atraídas para 
superfícies à qual aderem desencadeando uma série de processos (Costerton, 1999).  
A formação de um biofilme compreende várias etapas (figura 1).  
 
Figura 1 Figura esquemática das diferentes fases que envolvem a formação de biofilme. Adaptado de: 
http://www.pasteur.fr/recherche/RAR/RAR2006/Ggb-en.html 
Esta começa com a adesão de um pequeno número de microrganismos a uma 
superfície, formando uma camada à superfície. Aquando na superfície sólida, as células 
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passam a produzir Substâncias Poliméricas Extracelulares (EPS) por forma a reforçar a 
sua adesão não só à superfície mas também às restantes células para formar o biofilme 
(Costerton, 1999; Simões et al., 2010). 
As fases seguintes compreendem a agregação das células em microcolónias, uma 
pequena comunidade de microrganismos com cerca de 3 a 5 camadas. O crescimento 
celular é controlado pela presença dos nutrientes necessários. No entanto é necessária 
transdução de sinais para a produção de estruturas associadas à mobilidade (Stanley et 
al., 2004; Hall-Stoodley et al., 2004). Uma forma de comunicação e sinalização celular é 
o chamado “Quorum-sensing”. A sinalização por “Quorum-sensing” é, então 
fundamental na coordenação de comportamento multicelular e na regulação de uma 
série de processos fisiológicos como bioluminescência, síntese de antibióticos e a 
expressão de fatores de virulência. No entanto, alguns estudos sugerem que algumas 
bactérias não respondem a sinais autoinduzidos a baixa densidade, o que sugere que 
esta sinalização não é tão fundamental nas fases iniciais da formação de biofilme mas 
sim nos estágios mais tardios da sua formação e diferenciação (Jass  et al., 2003). 
Após as fases iniciais de adesão celular e formação de microcolónias, ocorre então a 
maturação do biofilme. Nesta fase podem-se observar 'tapetes' de células formando 
uma camada espessa, ou então uma forma mais complexa como pilares que permitem 
a formação de canais de água de forma a possibilitar a entrada e saída de nutrientes, 
enzimas, metabolitos e outros solutos. Após a maturação do biofilme pode ainda 
ocorrer o desprendimento de algumas células do mesmo devido às forças mecânicas e 
hidrodinâmicas a que o biofilme pode estar sujeito (Stoodley et al., 1999; Stanley et al., 
2004). 
Entre os vários fatores que influenciam a estrutura de um biofilme encontram-se o 
tipo de superfície, nutrientes disponíveis e a hidrodinâmica. As estruturas dos 
biofilmes são primariamente influenciadas pelo fluxo de nutrientes e pela taxa de 
desprendimento, sendo que ambos os fatores são influenciados pela hidrodinâmica do 
local, pois esta influencia a transferência de massa no local e a tensão formada pela 
movimentação dos fluidos. A adesão microbiana aos materiais pode também ser 
influenciada pelas características do material. Normalmente, a adesão ocorre mais 
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rapidamente em superfícies rugosas ou mais hidrofóbicas. Também as características 
das células influenciam a adesão celular e a formação de biofilme, isto é, a presença de 
apêndices, a sua capacidade de interagir com outras células e produzir matriz são 
aspetos fundamentais (Simões et al., 2010).  
 
1.2.2. Constituição de um Biofilme 
A matriz de um biofilme é formada principalmente por água, cerca de 97%. A água 
pode estar dentro das cápsulas das células microbianas, ou existir como um solvente 
cujas propriedades físicas como a viscosidade são determinadas pelos solutos nela 
dissolvidos. A mobilidade da água dentro do biofilme processa-se integralmente por 
difusão. Para além da água e das células microbianas, um biofilme é também 
constituído por polímeros, nutrientes absorvidos, produtos metabólicos, produtos 
resultantes da lise de células e até por detritos originários do meio envolvente. Assim, 
para além dos componentes celulares como peptidoglicano, lípidos, fosfolípidos pode-
se encontrar também as maiores classes de macromoléculas como proteínas, 
polissacarídeos, DNA e RNA, e outros componentes celulares.  
Estudos indicam que EPS que constitui o biofilme tem a mesma constituição do 
produto na sua forma planctónica. As moléculas de EPS são constituídas de uma 
maneira geral por os polissacarídeos e fornecem a base na qual as células microbianas 
se ligam, sendo então de grande importância para a adesão inicial. À medida que as 
moléculas de EPS continuam a favorecer a ligação celular, podem ainda servir como 
fonte de nutrientes para algumas células. Já outros estudos revelam que EPS não é 
necessariamente fundamental para a adesão inicial das células ao substrato, sendo 
muito importante para a arquitetura do biofilme (Sutherland, 2001). 
 
1.3. Resistência dos Biofilmes aos agentes antimicrobianos 
Nos últimos anos, o impacto que a formação de biofilmes tem na medicina tem sido 
cada vez mais evidente. Os biofilmes podem-se formar em vários equipamentos 
médicos ou implantes, como lentes de contacto, cateteres, implantes de anca, entre 
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outros. Além disso, estes biofilmes são bastante difíceis de erradicar, tornando-se um 
contratempo no combate às infeções (Mah et al., 2001; Lewis, 2001). 
 A resistência de um microrganismo é a sua capacidade de crescer na presença de um 
meio com um determinado nível de agente antimicrobiano. Tem-se observado que a 
resistência dos biofilmes aos agentes antimicrobianos é maior do que quando 
comparados à resistência do mesmo microrganismos em suspensão. Devido a esta 
elevada resistência dos biofilmes, as infeções associadas muitas vezes só podem ser 
tratadas removendo o implante, o que corresponde a um aumento do custo do 
tratamento e do trauma do paciente (Mah et al., 2001). 
Pode-se enumerar um conjunto de fatores que contribuem para o aumento da 
resistência dos biofilmes. Entre eles encontram-se a pequena capacidade de 
penetração dos antimicrobianos no biofilme, diminuição da taxa de crescimento, 
heterogeneidade, possível expressão de genes de crescimento, entre outros (Lewis, 
2001). Além disso, a matriz de um biofilme desempenha um papel fundamental na 
resistência a agentes antimicrobianos pois evita o acesso dos agentes antimicrobianos 
às células existentes nos biofilmes. Apesar dos modelos matemáticos sugerirem que 
alguns antibióticos não deveriam ter dificuldade na sua difusão pelo biofilme, alguns 
estudos mostram que os agentes antimicrobianos têm dificuldade em penetrar o 
biofilme. Estudos recorrendo à espectroscopia de infra-vermelhos, mostraram que a 
taxa de transporte do antibiótico ciprofloxacina por um biofilme era menor quando 
comparada à sua capacidade de transporte numa superfície estéril. Assim o autor 
sugeriu que o antibiótico se ligava aos componentes do biofilme diminuindo a sua 
eficácia (Suci et al., 1994). A carga negativa da matriz do biofilme tem também sido 
identificada como um fator relevante na proteção do biofilme contra antibióticos 
carregados positivamente. (Lewis, 2001; Mah et al., 2001). 
A diminuição da taxa de crescimento das células do biofilme é também um fator 
importante para o aumento da resistência dos biofilmes. Sendo que qualquer célula 
que cresça dentro do biofilme, irá experimentar um ambiente ligeiramente diferente 
comparativamente a outra célula no mesmo biofilme, tendo assim diferentes taxas de 
crescimento, logo também existirão diferentes gradientes de nutrientes e material 
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resultante da atividade metabólica das células. Aliás, alguns antibióticos até têm 
requisitos quanto à taxa de crescimento celular de forma a poder eliminar as células e 
muitas vezes a taxa de morte celular ocorre à mesma velocidade que a taxa de 
crescimento. Assim, a diminuição da taxa de crescimento dos biofilmes é um fator 
importante para o aumento da sua resistência (Mah et al., 2001; Lewis, 2001). 
O uso excessivo e generalizado de antibióticos levou ao desenvolvimento de 
organismos resistentes, aumentando a sua perigosidade, especialmente quando se 
trata de biofilmes, já naturalmente mais resistentes. Este facto torna a prevenção da 
formação de biofilmes um objetivo importante para a prevenção de infeções. Assim, à 
medida que a importância dos biofilmes como agentes provocadores de infeções 
nosocomiais tem aumentando, torna-se cada vez mais importante o conhecimento do 
comportamento do biofilme face aos agentes microbianos. 
Os cateteres de diálise ou outros acessos fornecem também a superfície ideal para 
adesão microbiana, e o fluido de dialise que circula nas vias extracorporais do sistema 
de hemodiálise, proporcionam um ambiente e suporte nutricional ideal para o 
crescimento de microcolónias. Tendo em conta o facto que os pacientes de 
hemodiálise já se encontram imunocomprometidos devido aos sucessivos tratamentos 
a que são submetidos, o estudo de infeções por biofilme neste meio torna-se 
fundamental (Dasgupta, 2002). 
 
1.4. Hemodiálise: ‘O Rim Artificial’ 
Os rins são órgãos pareados em forma de feijão, localizados nos dois lados da coluna 
vertebral, na parte posterior do abdómen. O rim adulto tem, em média, 11 cm de 
cumprimento, 6 cm de largura e 3 cm de espessura, pesando cerca de 150g no homem 
e 130 g na mulher (Cutler, 2008; Civita et al., 1975). 
A principal função do rim é excretar substâncias tóxicas pela urina, que consistem 
principalmente nos produtos finais do metabolismo das proteínas e outros 
componentes celulares como a ureia, a creatinina, o ácido úrico, o potássio, entre 
outros, e algumas hormonas em excesso no sangue. A urina, por sua vez, é 
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transportada até à bexiga pelos ureteres. A cada 3 minutos aproximadamente, uma 
contração percorre os músculos lisos do ureter, que transporta uma pequena 
quantidade de urina até a bexiga (McGovern et al., 1987; Civita et al., 1975; Cutler, 
2008). 
 Os rins representam um papel fundamental no equilíbrio hemodinâmico, pois apesar 
da água poder ser excretada por processos como a transpiração, são os rins que 
controlam todo o seu aproveitamento. Quando o corpo perde muita água, o rim só 
excreta uma pequena quantidade de urina, mas altamente concentrada, 
economizando assim água do corpo, libertando apenas aquela estritamente necessária 
para manter as substâncias excretadas em solução. O inverso também se verifica, 
sendo que em caso de excesso de água no organismo, o rim excreta uma urina 
altamente diluída. O rim pode ainda ajudar na regulação da tensão arterial e produção 
de glóbulos vermelhos (McGovern et al., 1987; Civita et al., 1975). 
O rim pode ser afetado por um conjunto de doenças que podem por em causa o seu 
correto funcionamento. A insuficiência renal é uma alteração da função dos rins, na 
qual estes são incapazes de excretar as substâncias tóxicas do organismo de forma 
adequada. Estes tipos de insuficiências renais podem ser agudas ou crónicas. A 
primeira ocorre repentinamente, com redução ou ausência completa da excreção 
diária de urina e caracteriza-se pela rápida diminuição da capacidade dos rins para 
eliminar as substâncias toxicas do sangue, levando a uma acumulação de produtos 
metabólicos residuais no sangue, como a ureia. Entre as principais causas de 
insuficiência aguda estão a obstrução repentina das vias de excreção, lesões dentro 
dos rins e a redução súbdita do volume sanguíneo circulante pelo rim resultante de 
hemorragias, diarreias intensas, insuficiência cardíaca, desidratação, entre outras. 
Pode-se também verificar devido a alterações anatómicas do tecido renal. A 
insuficiência renal crónica é uma lenta e progressiva diminuição da função renal que 
evolui até à acumulação de produtos metabólicos de excreção no sangue. As lesões 
produzidas nos rins por muitas doenças, nomeadamente tumores, infeções, entre 
outros, podem causar danos irreversíveis. Este tipo de insuficiência renal pode 
também ser causado por infeções renais prolongadas como a pielonefrite crónica ou a 
tuberculose, bem como por obstruções parciais e prolongadas das vias urinárias. As 
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más formações congénitas podem também resultar em insuficiência renal crónica. A 
insuficiência renal crónica pode causar anemia, aumento da acidez no sangue 
(acidose), aumento das concentrações de fosfato, ureia, creatina e da hormona 
paratiroideia, e diminuição das concentrações de cálcio e vitamina D. Esta insuficiência 
tende a agravar-se, independentemente do tratamento e se não for tratada pode ser 
mortal. A diálise ou o transplante renal podem ser fundamentais para salvar a vida do 
paciente (Cutler, 2008; Civita et al., 1975; McGovern et al., 1987). 
O rim foi o primeiro órgão do corpo humano cuja função principal pôde ser substituída 
por uma máquina e o primeiro a ser substituído com sucesso por um órgão de um 
dador, sendo ainda hoje, o órgão que é transplantado mais frequentemente 
(McGovern et al., 1987). 
Em 1861, Thomas Graham descreveu um processo, que denominou de “diálise”, 
mostrando como uma substância cristalóide se podia difundir através de uma 
membrana semipermeável imersa em água. A primeira diálise em seres humanos foi 
realizada em 1926, mas só em 1945 foi possível manter um doente vivo após o 
tratamento. Este feito só foi atingível com o desenvolvimento de um tambor rotativo 
que tentava mimetizar as funções do rim criado por Willem Kolff (Figura 2). Este tratou 
uma paciente de 67 anos cujo diagnóstico era de insuficiência renal aguda, durante 
uma semana, ao fim da qual a função renal ficou totalmente restaurada. A paciente 
viria a falecer com 73 anos devido a uma doença sem qualquer relação com a função 
renal. Não deixa de ser de certa forma irónico o facto de a guerra estimular com 
frequência grandes avanços na medicina sendo que a máquina de substituição renal 
foi desenvolvida para o tratamento de casos pontuais na Europa durante a 2ª grande 
guerra. O maior problema até então resultava na prevenção da coagulação. 
Atualmente este problema é contornado pela aplicação de heparina, um 
anticoagulante utilizado durante a sessão de diálise mas que ainda não tinha sido 
apurada (McGovern et al., 1987; Civita et al., 1975).  
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Figura 2 Primeira máquina de diálise de tambor rotativo desenvolvido por Willem Kolff. Retirado de: 
http://www.fmc-ag.com/262.html 
 
Todos os rins artificiais trabalham de acordo com o princípio científico da diálise: 
soluções com diferentes concentrações, em contacto direto ou através de uma 
membrana, tendem a equilibrar a sua concentração. Este equilíbrio ocorre 
naturalmente por difusão, osmose ou ultrafiltração. A membrana utilizada é 
semipermeável, tem numerosos orifícios de pequenas dimensões que permitem a 
passagem de pequenas moléculas, mas retêm grandes moléculas como as proteínas.  
No rim artificial, o sangue é então desviado para o aparelho de diálise, a partir de um 
vaso sanguíneo. As substâncias contidas no sangue são então retidas num sistema de 
membranas porosas que se encontram imersas num líquido denominado líquido de 
diálise. Nos rins mecânicos, o sangue, contendo células, proteínas, sais e produtos 
tóxicos, encontra-se de um lado da membrana semipermeável, e uma solução salina, 
especialmente elaborada de modo a conter uma mistura precisa de pequenas 
moléculas, situa-se do outro lado. Produtos tóxicos e sais minerais indesejáveis 
difundem-se através da membrana para o dialisante, já os glóbulos vermelhos, outros 
componentes sanguíneos e plasma mantêm-se no mesmo local voltando depois para o 
paciente como se pode verificar na figura 3 (McGovern et al., 1987). 
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Figura 3 Figura esquemática do processo de hemodiálise. Adaptado de: http://www.fmc-ag.com/36.htm 
Os dialisadores têm diversos tamanhos e diversos graus de eficácia. Atualmente, os 
dialisadores mais modernos permitem que o sangue flua mais rapidamente 
encurtando o tempo médio de diálise, de 2 a 4 horas, comparativamente com as 
unidades mais antigas que demoram em média entre 4 a 5 horas. (Cutler, 2008).  
Para a realização de um tratamento de hemodiálise é necessária a abertura de uma 
artéria, para levar o sangue do paciente para o dialisador, e de uma veia, para retornar 
ao corpo o sangue purificado pelo aparelho. Estes aparelhos são instrumentos 
extremamente complexos, delicados e caros. A sua utilização exige medidas de 
higiene, para evitar a contaminação do sangue em circulação por microrganismos 
ambientais. Assim os centros hospitalares são os locais mais indicados permitindo a 
utilização do mesmo aparelho por vários pacientes distribuídos por turnos. 
Nos primórdios da hemodiálise recorria-se à utilização de uma peça tubular de 
borracha, o chamado shunt de Quinton-Shribner, nomeado assim em honra aos seus 
inventores. Assim uma extremidade do shunt é mantida no interior do corpo de forma 
que se possa ligar a máquina de hemodiálise num determinado ponto. Esta técnica 
permitia a utilização dos vasos sanguíneos durante mais tempo, no entanto estava 
associada a elevados índices de mortalidade. Como alternativa ao shunt passou a 
realizar-se uma pequena intervenção cirúrgica que consiste em ligar uma artéria a uma 
veia, a “fístula arteriovenosa”. Esta intervenção diminui o risco de infeção, de 
trombose, entre outros. Uma vez conectada a uma artéria, devido ao aumento de 
pressão e fluxo sanguíneo, a veia dilata, tornando-se um alvo fácil para a inserção das 
agulhas de fístula arteriovenosa (AV). Finalmente pode-se também recorrer a cateteres 
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de forma a fazer a ligação entre o paciente e a máquina (Jannette, 2006; McGovern et 
al., 1987; Civita et al., 1975) 
Em vez de uma membrana artificial utilizada na hemodiálise convencional, pode-se 
recorrer a uma das várias membranas do próprio corpo. Entre essas membranas 
ressalva-se a que cobre a parede da cavidade abdominal, chamada peritoneu. Para se 
efetuar a diálise peritoneal, drenam-se líquidos para o interior do abdómen 
recorrendo a um cateter, e os produtos tóxicos deslocam-se para o fluido através do 
peritoneu, tal como se verifica no rim artificial. O fluido de diálise pode ser então 
removido e pode-se voltar a adicionar mais líquido, este ciclo repete-se até as toxinas 
e a água acumulados serem removidos do sangue. Este tipo de dialise só se tornou 
possível após a invenção de um cateter especialmente flexível denominado “cateter de 
Tenckhoff”, introduzido pela primeira vez em 1968 (McGovern et al., 1987).  
Muitos médicos usam a diálise de forma preventiva em caso de insuficiência renal 
aguda. Quando a produção de urina é baixa, continuam o tratamento até que as 
análises de sangue revelem que a função renal está a ser recuperada. No caso da 
insuficiência renal crónica, normalmente inicia-se a diálise quando as provas indicam 
que os rins não estão a extrair suficientemente os produtos de excreção, ou quando a 
pessoa em causa já não pode levar a cabo a suas atividades diárias habituais. Assim a 
diálise pode ser utilizada durante alguns dias ou semanas, até que se restabeleça a 
função renal no caso da infeção renal aguda, ou como terapia a longo prazo para a 
insuficiência renal crónica. Neste caso pode ainda ser apenas uma medida provisoria 
até que se possa realizar um transplante de rim (Cutler, 2008). 
A hemodiálise é um processo muito complexo que pode causar algumas complicações 
ao paciente, como febre, que pode resultar de infeções ou dialisador aquecido. Pode 
ainda causar reações alérgicas, hipotensão arterial no caso da extração de demasiado 
fluido, ritmos cardíacos anómalos devido a valores irregulares de potássio ou outras 
substâncias no sangue, êmbolos de ar, e menos comuns as hemorragias no intestino, 
cérebro ou abdómen devido à utilização da heparina para impedir a coagulação do 
sangue no aparelho (Cutler, 2008). 
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CAPITULO II - Adesão Microbiana a Linhas de Hemodiálise 
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2.1. Introdução 
2.1.1. Seleção dos Microrganismos 
Os microrganismos mais comuns na formação de biofilmes em ambiente hospitalar são 
as leveduras Candida albicans e uma variedade de espécies bacterianas como 
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa entre outros 
(Mukherjee et al., 2005). 
Os Staphylococcus epidermidis são membros da família Micrococcaceae, são bactérias 
Gram-positivas que não apresentam motilidade, são catálase positivas, aeróbicas e as 
suas paredes são constituídas de peptidoglicano e ácido teicoico. Estão presentes no 
organismo humano encontrando-se por exemplo na flora da pele (Lowy et al., 1983). 
No que diz respeito à Candida albicans, é um agente patogénico dimórfico, que pode 
surgir na forma de levedura unicelular ou na forma de hifa dependendo das condições 
de crescimento. É também um organismo comensal, podendo encontrar-se por 
exemplo no trato intestinal. A sua parede celular é constituída por quitina, β-glucano e 
manoproteinas e constitui um dos fatores de virulência desta espécie (Ruiz-Herrera et 
al., 2006; Elorza et al., 1985; Hull et al., 2000). 
 
2.1.2. Adesão Celular a Substratos por S. epidermidis e C. albicans 
A habilidade da bactéria S. epidermidis para formar biofilmes está diretamente 
relacionada com a sua habilidade de causar doenças em ambiente hospitalar. A adesão 
deste microrganismo a uma superfície ocorre devido a interações entre a superfície e a 
bactéria. Estas interações podem ser mediadas por proteínas que se encontram na 
superfície, proteínas extracelulares, polissacarídeo/adesina capsular (PS/A), um 
polissacarídeo de alta massa molecular (>250,000 kDa), ou por uma autolisina 
localizada à superfície da bactéria codificada pelo gene atlE (120 kDa). Após esta 
primeira interação entre a bactéria e o substrato, este microrganismo entra na fase da 
formação de biofilme que envolve interação entre bactérias e consequente formação 
de agregados celulares à superfície do substrato (O'Toole et al., 2000).  
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Fungos, como Candida albicans formam facilmente biofilmes. No entanto, apresentam 
diferenças na adesão microbiana dependendo do facto de estarem em forma de hifas 
ou de levedura. Assim as espécies incapazes de formar hifas formam apenas uma fina 
camada de biofilme sendo que, quando um biofilme apresenta varias camadas, 
normalmente a parte superior do biofilme é constituída principalmente por hifas. A 
ligação das espécies de Candida a uma superfície é mediada principalmente por 
adesinas, estas podem ser proteínas iC3, fibronectina, quitina, proteína fimbrial 66-
kDa, proteínas ligantes iC3b, GIcNAc ou glucosamina entre outras (Cannon et al., 1999; 
Stoodley et al., 1999). 
 
2.1.3. Biofilmes Mistos 
As infeções nosocomiais são das únicas situações onde se podem encontrar biofilmes 
de culturas puras. (Jass et al., 2003) Biofilmes de culturas mistas, tais como os 
encontrados em ambientes naturais como na boca ou no intestino, desenvolvem-se 
através de estágios adicionais e podem conter diversas populações microbianas, 
incluindo bactérias, leveduras e fungos, vírus, protozoários e diatomáceas. No entanto, 
clinicamente são encontrados essencialmente biofilmes bacterianos e com leveduras 
como Candida albicans (Jass et al., 2003; Shu et al., 2000). 
As populações mistas têm ainda o potencial de desenvolver sinergismos patogénicos, 
isto é, inicialmente uma certa espécie pode não ser patogénica, mas em conjunto com 
outra espécie pode ter a capacidade para causar doenças. A cooperação entre espécies 
pode abranger desde a produção de nutrientes essenciais até à proteção contra os 
antibióticos, onde uma espécie suscetível a um certo antibiótico pode residir numa 
população mista que tem resistência ao mesmo antibiótico. Assim, determinar os 
requerimentos genéticos de uma população mista é um processo extremamente 
complexo (Jass et al., 2003). 
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2.2. Objetivo 
O presente estudo pretende avaliar a adesão de Candida albicans e Staphylococcus 
epidermidis a linhas de hemodiálise. Os testes de adesão são realizados tanto em 
modo estático, como em modo dinâmico com recirculação, de forma a mimetizar um 
tratamento de hemodiálise. 
 
2.3. Materiais e Métodos 
2.3.1. Meios de Cultura 
Os meios utilizados foram o TSB (Tryptic Soy Broth) e TSA (Tryptic Soy Agar) para 
crescimento e armazenamento da S. epidermidis; YPD (Yeast – Peptone - Dextrose)  e 
YPD com suplemento de agar (YPDA 15g/L) para crescimento e armazenamento da C. 
albicans; e NB (Nutrient Broth) para a realização dos ensaios de adesão. 
Foram também usados meios sólidos suplementados com um antibacteriano ou um 
antifúngico de forma a permitir a contagem separada da S. epidermidis e da C. albicans 
nos ensaios aquando da realização de ensaios misto. Para tal foram feitas placas de 
TSA suplementadas com nistatina (4mL/L) e YPDA com cloranfenicol (2,5 g/L), sendo 
foram realizados ensaios por forma a determinar a concentração mínima de nistanina 
e cloranfenicol a utilizar. 
Foi utilizado também PBS 1x (Phosphate Saline Buffer) para efetuar a lavagem e 
diluição dos microrganismos. 
 
2.3.2. Microrganismos 
A estirpe de Candida albicans utilizada no estudo foi a C. albicans SC5413. Para todos 
os ensaios realizados, C. albicans foi colocada a crescer em placas de YPDA durante 24 
horas a 37oC. Posteriormente eram inoculadas em YPD e incubadas 18 horas a 37oC e 
150 rpm. A estirpe de S. epidermidis utilizada nos ensaios foi a S. epidermidis 1457, 
esta estirpe cresceu em placas de TSA durante 24 horas a 37oC. Após o seu 
crescimento foram inoculadas em TSB e incubadas por um período de 18 horas a 37oC 
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e 150 rpm. Decorrido o período de 18 horas os microrganismos foram recolhidos por 
centrifugação a 8000g por 5 minutos a 4oC e lavados 2 vezes com PBS. 
2.3.3. Ensaios de Adesão 
Foram realizados ensaios para 3 suspensões celulares diferentes, que consistiam em 
(1) S. epidermidis em meio NB com uma concentração celular de 108 cel/ml; (2) C. 
albicans em meio NB com uma concentração celular de 107 cel/ml; (3) uma suspensão 
celular mista de S. epidermidis e C. albicans em meio NB com concentrações celulares 
finais de 108 cel/ml e 107 cel/ml respetivamente. O ajuste das concentrações foi 
realizado por medição da densidade ótica das suspensões a 640 nm, recorrendo a uma 
curva de calibração (Anexo 1) para determinar as referidas concentrações. 
 
2.3.3.1. Ensaios Dinâmicos 
As suspensões celulares em estudo foram colocadas a circular com meio NB, dentro 
das linhas de hemodiálise previamente cortadas em porções de 75 cm, com o auxílio 
de uma bomba peristáltica Easy load Masterflex – modelo 7518-00, como demonstra o 
esquema da figura 4, durante 4 horas a um caudal de 300 ml/min, sendo este um 
caudal médio utilizado em tratamentos de hemodiálise, sendo que foram realizados 3 
ensaios para cada tipo de suspensão celular. 
 
Figura 4 Figura esquemática do sistema dinâmico utilizado 
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2.3.3.2. Ensaios Estáticos 
As suspensões celulares (volume aproximado de 1mL) foram colocadas dentro de 
pequenas porções de linhas de hemodiálise, com 12 cm de comprimento, sendo 
imediatamente seladas mantendo a suspensão no interior da linha como se pode 
verificar na figura 5. Este ensaio teve também a duração de 4 horas e foram realizados 
3 ensaios para cada tipo de suspensão celular. 
 
 
 
Figura 5 Sistema estático 
 
 
2.3.4. Contagem das Células Viáveis 
Após as 4 h dos ensaios de adesão as linhas de hemodiálise foram lavadas 2 vezes com 
PBS. De seguida cortaram-se as linhas em secções de 1 cm que foram colocados em 
placas de 24 poços. De seguida colocou-se 1 ml de PBS em cada poço submergindo a 
porção da linha de hemodiálise sendo depois sonicadas durante 45 s de forma a 
remover as células aderidas. Depois, a suspensão resultante foi colocada no vortex 
durante 2 min. Finalmente, fizeram-se várias diluições da suspensão que foram 
inoculadas em placas com TSA para a S. epidermidis, YPDA para a C. albicans e no caso 
da suspensão mista usaram-se as placas com meio seletivo, durante 24 h a 37oC. 
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2.4. Resultados e Discussão 
A figura 6 representa o número de células de Candida albicans SC5413 e 
Staphylococcus epidermidis 1457 aderidos ao longo da linha de hemodiálise com um 
caudal de 300 ml/min, em culturas simples e mistas. 
 
 
Figura 6. Número de células viáveis (nº cel viáveis) aderidas em sistema dinâmico de culturas simples e mistas de 
C. albicans e S. epidermidis. 
Pelos resultados obtidos (Figura 6) durante este ensaio pode-se observar que, apesar 
do tempo reduzido em que se realiza um tratamento de hemodiálise (4 h) se verificou 
uma adesão celular significativa ao material em estudo. Como se pode verificar pelo 
gráfico da figura 6, é interessante verificar que S. epidermidis tem uma adesão (1,0 x 
105 cel/cm2) superior à da outra espécie em estudo, C. albicans, (1,0 x 103 cel/cm2). 
Logo S. epidermidis apresenta à partida uma maior afinidade ao material. 
Tanto nos ensaios estáticos como nos dinâmicos (Figuras 6 e 7), aquando da presença 
de ambas as espécies numa cultura mista, verificou-se uma pequena diminuição da 
concentração de cada uma das espécies comparativamente com as mesmas em 
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culturas puras. Esta diminuição na adesão das culturas mistas ao substrato poderia ser 
indicativo de que ambas as espécies são competitivas pelo local de adesão no 
substrato impedindo a outra espécie de aderir. No entanto, a estrutura complexa do 
biofilme permite alguma cooperação entre as espécies envolvidas, promovendo até a 
adesão entre as espécies, sendo que alguns estudos demostram a capacidade da S. 
epidermidis aderir às hifas da C. albicans (Shirtliff et al., 2009; Mukherjee et al., 2005). 
Esta cooperação no entanto, parece apenas se verificar na etapa de formação do 
biofilme e não na primeira etapa de adesão ao substrato, pois pelos resultados 
observados a concentração de ambas as espécies diminuiu quando em culturas mistas 
sendo um indício da não cooperação entre elas nesta fase inicial. Também outros 
estudos referem que biofilmes mistos de C. albicans e S. epidermidis necessitam 
tempos de adesão maiores, acabando por formar biofilmes com maiores 
concentrações que o das culturas puras (Adam et al., 2002).  
A figura 7 pretende demonstrar os resultados da adesão dos microrganismos nos 
ensaios estáticos à linha de hemodiálise das culturas puras e mistas de S. epidermidis e 
C. albicans. 
 
Figura 7 Número de células viáveis (nº cel viáveis) aderidas em sistema estático de culturas simples e mistas de C. 
albicans e S. epidermidis  
 
Pela observação dos resultados obtidos nos ensaios em adesão estática (figura 7), e em 
comparação com os resultados dos ensaios dinâmicos (figura 6), verificou-se um 
aumento substancial na adesão de todas as espécies em estudo à linha de 
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hemodiálise, tanto nas culturas puras como nas mistas. Verifica-se então que o caudal 
aplicado durante o período de adesão e formação do biofilme é muito importante, 
sendo que no caso em questão houve uma diminuição significativa da concentração 
microbiana à superfície do substrato aquando da aplicação do caudal. Logo pode 
afirmar-se que o aumento de caudal pode ser um dos meios usados para a diminuição 
da adesão microbiana e formação de biofilmes, sendo que, teoricamente, quanto 
maior o caudal menor irá ser a quantidade de células aderidas, sendo assim, se não 
houver contra indicações para o paciente e o material o permitir (Trerotola et al., 
1999), aconselha-se um aumento de fluxo sanguíneo durante o tratamento. À medida 
que o biofilme adere ao substrato e se forma camadas mais espessas, aumenta 
também a tensão de corte, e esta também aumenta com o aumento do caudal de 
fluido. Assim quanto maior a massa do biofilme e o caudal aplicado menor vai ser a 
taxa de adesão microbiana ao substrato (Characklis, 1981). 
No entanto estudos demostram que as modificações no fluxo, como aplicação de um 
caudal pode, para além de evitar a adesão celular como já foi demostrado, pode 
provocar um aumento da taxa de desprendimento do biofilme, isto é, pequenos 
pedaços de biofilme podem separar-se da estrutura original após a sua formação 
devido às tensões aplicadas nele pelo fluxo. Este desprendimento de agregados pode 
ser prejudicial pois se ocorrer, por exemplo, no sistema sanguíneo, o agregado de 
células que se desprendeu do biofilme original, pode migrar para qualquer parte do 
corpo provocando serias infeções como a endocardite infeciosa da válvula nativa que 
resulta da interação entre o endotélio vascular e bactérias ou fungos a que circulem no 
sangue. (Donlan et al., 2002) 
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CAPÍTULO III - Determinação da Eficácia de Agentes Antimicrobianos  
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3.1. Introdução  
Os biocidas e os antissépticos são usados extensivamente em hospitais e outras 
instituições de saúde para aplicações tópicas ou em superfícies, sendo essenciais para 
o controlo de infeção e prevenção das IACS (McDonnell et al., 1999). Os biocidas são 
agentes químicos ou físicos de largo espectro que têm a capacidade de inativar 
microrganismos, sendo por isso usados principalmente para terapias tópicas em 
pacientes ou como desinfetantes ambientais. Tendo em conta que tanto bactérias, 
como S. epidermidis, ou fungos, como C. albicans, vivem comensalmente no nosso 
organismo e no ambiente, é necessário tomar precauções para que estas não causem 
reações adversas no organismo (McDonnell et al., 1999; Nett et al., 2008; Presterl et 
al., 2007).  
Os principais agentes antimicrobianos usados são os álcoois, como o etanol ou o 
isopropanol, aldeídos, como o formaldeído, anilidas, biguaninas, como a clorohexidina, 
agentes libertadores de halogénio, como compostos de iodo, halofenois, fenóis ou 
compostos de amónio quaternários entre outros. Apesar de vários álcoois 
demonstrarem caracter antimicrobiano, os mais utilizados em medicina são os álcoois 
isopropílico e etílico. Estes têm um largo espectro de ação contra bactérias, vírus e 
fungos, sendo aconselhável a sua utilização para desinfeção de superfícies e pele. No 
que diz respeito às biguaninas e mais propriamente à clorohexidina, esta é 
provavelmente o biocida mais usado em produtos antissépticos, em particular 
produtos de aplicação oral e lavagem de mãos, mas também como desinfetante, 
principalmente devido à sua ação eficaz na eliminação de microrganismos e baixa 
irritação (McDonnell et al., 1999). 
Para os diferentes tipos de microrganismos as respostas aos antissépticos e 
desinfetantes variam, dependendo da sua estrutura celular, composição e fisiologia. 
No caso das bactérias Gram-positivas como Staphylococcus, estas têm peptidoglicano 
e ácido teicoico na sua parede, no entanto nenhum destes componentes confere uma 
maior eficácia à parede celular como barreira aos antibacterianos, uma vez que 
substâncias com grande peso molecular conseguem facilmente atravessar a sua 
parede celular, sendo um dos motivos da sensibilidade destes organismos a 
antissépticos e desinfetantes como a cloroexidina (McDonnell et al., 1999). Nos que diz 
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respeito aos fungos, estes têm dois tipos principais de resistência aos antissépticos, 
resistência adquirida e a resistência intrínseca, aquela que faz parte do microrganismo, 
como por exemplo a sua parede celular, que funciona como uma barreira que reduz ou 
exclui a entrada de um agente antimicrobiano.  
No entanto tanto bactérias como fungos têm a capacidade de se organizar e associar 
quando em contacto com superfícies sólidas, formando biofilmes, sendo estes um dos 
mais eficazes mecanismos no combate aos antimicrobianos (McDonnell et al., 1999). 
 
3.2. Objetivo 
Nesta parte do trabalho pretende-se determinar a eficácia de dois agentes 
antimicrobianos, utilizados nos diversos procedimentos de hemodiálise, quando em 
contacto com biofilmes de Candida albicans, Staphylococcus epidermidis simples e 
mistos. Na realização destes testes variou-se o tempo de contacto do agente com o 
biofilme e posteriormente a sua concentração.  
 
3.3. Materiais e Métodos 
3.3.1. Meios de Cultura 
Os meios utilizados foram o TSB (Tryptic Soy Broth) e TSA (Tryptic Soy Agar) para 
crescimento e armazenamento da S. epidermidis, YPD (Yeast – Peptone - Dextrose)  e 
YPD com suplemento de agar (YPDA) para crescimento e armazenamento da C. 
albicans, foi ainda utilizado NB (nutrient broth) para a formação de biofilmes (24horas) 
Foram usados os meios Mueller Hinton e RPMI 1640 para a diluição dos agentes 
antimicrobianos. 
Também foram usados meios sólidos suplementados com um antibacteriano ou um 
antifúngico de forma a permitir a contagem separada da S. epidermidis e da C. albicans 
nos ensaios aquando da realização de ensaios misto. Para tal foram feitas placas de 
TSA suplementadas com nistatina (4mL/L) e YPD com agar tratados com cloranfenicol 
(2,5 g/L).  
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Foi utilizado também PBS 1x para efetuar a lavagem e diluição dos microrganismos 
para posterior contagem. 
 
3.3.2. Antimicrobianos  
Neste estudo foram utilizados dois agentes em uso em clinica de hemodiálise, cuja 
composição é: 
Antimicrobiano 1: 
- 70% Álcool isopropílico  
- Água purificada q.b.p.  
Antimicrobiano 2: 
- 2 % diglucanato de cloro-hexidina 
- 70% Alcool isopropílico 
- Agua purificada e corantes q.b.p. 
 
3.3.3. Microrganismos 
A estirpe de Candida albicans utilizada no estudo foi a C. albicans SC5413. Para todos 
os ensaios realizados, C. albicans foi colocada a crescer em placas de YPD com agar 
durante 24 horas a 37oC, posteriormente foram inoculadas em YPD e incubadas 18 
horas a 37oC e 150 rpm. A estirpe de Staphylococcus epidermidis utilizada nos ensaios 
foi a S.epidermidis 1457, esta estirpe cresceu em placas de TSA durante 24 horas a 
37oC. Após o seu crescimento foram inoculadas em TSB e incubadas por um período de 
18 horas a 37oC e 150 rpm. Decorrido o período de 18 horas os microrganismos foram 
recolhidos por centrifugação a 8000g por 5 minutos a 4oC e lavados 2 vezes com PBS. 
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3.3.4. Formação do Biofilme 
Após a lavagem com PBS, os microrganismos foram ressuspendidos em NB, com as 
concentrações de 108 células/mL e 107 células/mL para a S. epidermidis e C. albicans 
respetivamente. O ajuste da concentração foi efetuado com recurso à densidade ótica 
a 640 nm recorrendo a curvas de calibração presentes em Anexo. No caso das culturas 
mistas o acerto foi feito para o dobro da concentração, de C. albicans e S. epidermidis 
sendo que posteriormente se procedeu à mistura das duas realizando então uma 
diluição de 1:2 obtendo assim as concentrações pretendidas. 
O biofilme foi formado em placas de 96 poços, nos quais se colocou 200 µL de 
suspensão celular durante 24 horas a 37oC e 150 rpm. Após este período, os poços 
com a suspensão celular foram lavados com PBS. 
 
3.3.5. Teste Sensibilidade Antimicrobiano 
3.3.5.1. Variação do Tempo de Contacto 
Após a lavagem com PBS adicionou-se a cada poço 200 µL de antimicrobiano 1 e 2 no 
seu estado puro e deixou-se atuar durante 1, 15 e 30 min (realizaram-se 3 ensaios). 
Após os referidos tempos o antimicrobiano foi retirado e efetuou-se nova lavagem 
com PBS. Adicionou-se 200 µL de PBS a cada poço e procedeu-se à raspagem do 
biofilme que se encontrava no fundo do mesmo, ficando as células suspensas em PBS. 
Após sucessivas diluições as suspensões celulares foram inoculadas em placas de agar, 
sendo S.epidermidis inoculada em placas com TSA, C. albicans em placas de YPDA e as 
suspensões resultantes dos biofilmes mistos inoculadas em placas com os meios 
seletivos anteriormente referidos para se conseguir proceder à contagem das bactérias 
e leveduras separadamente. 
3.3.5.2. Variação da Concentração do Antimicrobiano 
Após a lavagem com PBS adicionou-se 200µL de cada antimicrobiano com diferentes 
diluições que variam desde puro às seguintes diluições: 1:2, 1:10, 1:50 e 1:100 durante 
1 minuto. Após este contacto, o antimicrobiano é retirado e procede-se a uma lavagem 
com PBS. Depois adiciona-se 200µL de PBS e efetua-se a raspagem do fundo dos 
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poços. Realizaram-se várias diluições da suspensão realizada e inoculou-se em placas 
de agar, sendo que a suspensão de S. epidermidis são inoculadas em placas com TSA, 
C. albicans em placas de YPDA e as mistas são inoculadas em placas com os meio 
seletivos anteriormente referidos para se conseguir proceder à contagem das bactérias 
e leveduras separadamente, sendo que foram realizados 3 ensaios para cada tipo de 
suspensão celular. 
 
3.3.6. Método de Difusão em Disco 
Para a realização destes ensaios foi retirada uma colónia de S. epidermidis 1457 e C. 
albicans SC5413 e ressuspendidas separadamente em PBS. Depois foram retirados 100 
µL de cada suspensão e colocadas em placas de agar, com meio YPB para a C. albicans 
e TSA para a S. epidermidis. Após foram colocados os discos sobre as placas e sobre 
eles 10 µL de cada agente antimicrobiano e do mesmo diluído para metade. As placas 
foram então colocadas a incubar numa estufa a 37oC durante 24 horas 
 
3.4. Resultados e Discussão 
Aplicando o agente antimicrobiano na sua forma pura e apenas variando o seu tempo 
de contacto com o biofilme, verificou-se que tanto para as culturas puras como para as 
mistas, ambos os agentes são 100% eficazes, mesmo para um tempo de contacto de 
contacto mínimo (1 minuto). Isto é, não houve qualquer crescimento celular após este 
contacto, o que mostra a eficácia de ambos os agentes na remoção de células aderidas 
e biofilmes formados em linhas de hemodiálise. 
Na segunda parte do estudo variou-se a concentração de cada agente antimicrobiano, 
para um tempo de contacto de 1 min (figura 8). 
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Figura 8 Número de células viáveis do biofilme (simples e mistos) em contacto com os agentes antimicrobianos 1 
(A) e 2 (B), onde as barras representam as diferentes concentrações de antimicrobiano. 
 
Pelos resultados obtidos no presente capítulo foi possível confirmar a alta eficácia dos 
agentes antimicrobianos testados, em relação a biofilmes simples ou mistos de S. 
epidermidis e C. albicans. Verificou-se que ambos os antimicrobianos tiveram efeitos 
bactericidas no seu estado puro, mesmo para tempos de contacto baixos (1 minuto). 
Quando se testaram diferentes concentrações dos agentes antimicrobianos (figura 8) 
verificou-se que o antimicrobiano 2 era mais eficaz na eliminação de microrganismos 
em biofilme uma vez que mesmo com um fator de diluição 1:2 não apresentou 
qualquer crescimento celular e com o fator de diluição 1:10 apenas apresentou 
crescimento nas culturas mistas. No que diz respeito ao antimicrobiano 1 este 
10000
100000
1000000
10000000
100000000
1E+09
S. epidermidis Misto - S.
epidermidis
Misto - C.
albicans
C. albicans
N
ú
m
e
ro
  C
é
lu
la
s 
 V
iá
ve
is
 (
ce
l/
m
L)
0 0,01 0,02 0,1 0,5 1
10000
100000
1000000
10000000
100000000
1E+09
S. epidermidis Misto - S.
epidermidis
Misto - C.
albicans
C. albicans
N
ú
m
e
ro
 C
é
lu
la
s 
V
iá
ve
is
 (
ce
l/
m
L)
0 0,01 0,02 0,1 0,5 1
B 
A 
 39 
 
apresentou crescimento celular logo na diluição com o fator 1:2 na cultura mista para 
o S. epidermidis, logo o antimicrobiano 1 não poderia ser tao diluído como o 
antimicrobiano 2 de forma a conseguir manter a sua eficácia.  
Verificou-se também que ambos os antimicrobianos demonstram uma menor eficácia 
quando em contacto com biofilme mistos, o que pode ser indicativo que são mais 
resistente a antimicrobianos no que as culturas puras, sendo que as culturas mistas 
têm uma potencial de desenvolver sinergismos e assim conferir uma maior resistência 
a ambas as espécies (Harriott et al., 2009; Douglas, 2003). Assim pode haver uma 
cooperação entre as espécies envolvidas nas culturas mistas de forma a tornarem-se 
ainda mais patogénicas e impedirem a ação dos antimicrobianos como por exemplo 
pela produção de β-lactamases. (Jass et al., 2003)  
De modo a complementar os ensaios da eficácia dos agentes nos biofilmes simples e 
mistos, foi também efetuada um teste de difusão em disco (figura 10). 
 
Figura 9 Imagem do teste de difusão em disco realizado com S. epidermidis 1457 (A) e com C. albicans SC 5413 
(B). (1- Antimicrobiano 1; 1.1 - Antimicrobiano 1 (com diluição 1:2); 2 - Antimicrobiano 2; 2.1 – Antimicrobiano 2 
(com diluição 1:2) 
 
Também no método de difusão em disco (figura 9) se verifica a maior eficácia do 
agente antimicrobiano 2, apresentando maiores halos de inibição. Também se pode 
verificar por este ensaio que o antimicrobiano 2 apresenta maiores halos de inibição 
quando em contacto com S. epidermidis, sendo por isso mais eficaz na sua eliminação 
do que na eliminação da C. albicans quando em culturas puras. 
A B 
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O que concede maior eficácia ao antimicrobiano 2 é o facto de ter digluconato de 
cloro-hexidina. A cloro-hexidina é uma biguanina catiónica com ampla atividade 
antibacteriana e baixa toxicidade nos mamíferos. É então um importante aditivo aos 
antimicrobianos, já que é eficaz no combate a bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, aeróbicas e anaeróbicas, leveduras, incluindo espécies de Candida e ainda 
alguns vírus, sedo por isso indicada a sua utilização nos procedimentos de desinfeção 
hospitalar e é ainda comprovadamente mais eficiente do que uma solução cutânea de 
70% álcool isopropílico como o agente antimicrobiano 1 ou 10 % de iodo-povidona. O 
mecanismo de ação da cloro-hexidina é explicado pelo facto de ser rapidamente 
atraída pela carga negativa da superfície microbiana, sendo adsorvida à membrana 
celular por interações eletrostáticas. Assim, ela pode causar precipitação e coagulação 
das proteínas citoplasmáticas e morte bacteriana e, em doses mais baixas, a 
integridade da membrana celular é alterada. (Jass et al., 2003; Eggimann et al., 2000; 
Aly et al., 1979; Jones, 1997) 
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CAPITULO IV – Análise Microbiológica do Material Utilizado Para 
Hemodiálise 
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4.1. Introdução 
4.1.1. Infeções Nosocomiais em Clínicas de Hemodiálise Provocadas por Biofilme 
A adesão microbiana e a formação de biofilmes têm sido implicados em vários tipos de 
infeções associadas a material médico, assim os pacientes em tratamento de 
hemodiálise podem então contrair infeções associadas por exemplo ao uso de 
cateteres aumentando o risco de mortalidade e morbilidade (Dasgupta, 2002; Katneni 
et al., 2007). 
Tendo em conta os diferentes tipos de acessos, os microrganismos têm também 
diferentes afinidades, em termos de adesão, aos materiais. Assim, cateteres feitos de 
policloreto de vinil (PVC) e Teflon ou materiais de Politetrafluoretileno (PTFE) são 
propícios a uma maior adesão microbiana. Staphylococcus epidermidis, S. aureus e 
algumas espécies de Candida são os microrganismos predominantes que induzem a 
formação de biofilme em pacientes de hemodiálise. Quer S. aureus quer as espécies de 
Candida têm uma maior afinidade com os cateteres de PVC quando comparados com 
os de Teflon. Além disso, a prevalência da contaminação nasal por S. aureus em 
pacientes de hemodiálise é de 35-62%, o que contribui para uma maior predisposição 
destes pacientes em contraírem uma infeção causada por esta bactéria, uma vez que 
se pode mais facilmente contaminar o local de inserção das linhas de hemodiálise com 
microrganismos da flora nasal (Dasgupta, 2002; Katneni et al., 2007). 
A componente extracorporal por onde circulam os fluidos é também uma potencial 
fonte de contaminação microbiana. As bactérias, na presença de materiais orgânicos 
presentes na água e fluidos de dialise, podem induzir a formação de biofilme nas linhas 
de dialise. Assim a contaminação dos fluidos de hemodiálise é ainda comum. As fontes 
de bactérias são múltiplas, e incluem o abastecimento de água, até ao complexo 
sistema de tratamento de água. Como resultado o dialisante utilizado na hemodiálise 
pode estar muitas vezes contaminado por microrganismos, podendo permanecer 
mesmo após as sessões de desinfeção (Man et al., 1998).  
Os fatores de risco para infeções nos acessos em hemodiálise podem estar 
relacionados com o estado do paciente como, a idade, colonização nasal de S. aureus 
ou outros agentes causadores de infeção, diabetes mellitus, excesso de ferro no 
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sangue, má higiene pessoal, hospitalização recente, entre outros. Também fatores 
relacionados com o cateter podem ser fundamentais na origem das infeções, como o 
local de inserção dos cateteres e a sua inserção durante um tempo prolongado, falta 
de condições assépticas durante a inserção ou o manuseamento dos acessos em geral. 
As características dos microrganismos também podem influenciar a existência de uma 
possível infeção como a sua capacidade de formar biofilme, a sua resistência a 
antibióticos ou a sua virulência. Finalmente os fatores relacionados com o 
procedimento de hemodiálise também podem ser causas de infeções, como a 
contaminação dos equipamentos de dialise, um inadequado tratamento de água ou 
reutilização de dialisadores (Nabi et al., 2009; Katneni et al., 2007). 
As complicações de infeções relacionadas com biofilmes, em pacientes de diálise 
requerem estratégias cujo objetivo é eliminar os fatores que regulam a formação de 
biofilme. A primeira estratégia é a minimização da contaminação por microrganismos 
presentes na pele, determinando se os pacientes são portadores de bactérias propícias 
à formação de biofilme e se sim, aplicar um antibiótico para as combater; dar 
preferência às fístulas evitando cateteres de duplo lúmen que são os mais propícios à 
formação de biofilme; e descontaminar corretamente o local de inserção da linha de 
fístula AV (Dasgupta, 2002).  
No caso de suspeita de infeções resultantes da utilização de cateteres em hemodiálise, 
devem ser realizadas culturas sanguíneas e proceder ao tratamento com antibióticos. 
Enquanto se aguarda a identificação da espécie causadora da infeção deve-se 
administrar vancomicina intravenosamente, uma vez que é um antibiótico de largo 
espectro e combate as bactérias Gram-positivas, incluindo o MRSA. Ou então devem 
aplicar-se cefalosporinas de 3ª geração de amplo espectro que combatem as espécies 
Gram-negativas. Após a identificação do organismo deve-se proceder à aplicação de 
um antibiótico, agora ajustado para um combate correto à infeção e evitar resistências 
por parte dos microrganismos (Katneni et al., 2007). 
Também o desenvolvimento de novos cateteres pode diminuir a formação de biofilme 
através da aplicação de novos biomateriais. Assim têm-se desenvolvido novos 
biomateriais cujo objetivo é diminuir a colonização microbiana. Têm sido ainda 
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desenvolvidos cateteres revestidos, por exemplo com prata, para aplicação a curto 
prazo na hemodiálise e não têm demonstrado toxicidade a longo termo nos pacientes 
(Dasgupta, 2002).  
 
4.2. Objetivo 
O objetivo desta parte do trabalho é realizar uma análise microbiológica a alguns 
dispositivos de hemodiálise recolhidos após utilização na clínica Nephrocare – Braga. 
Os materiais analisados são as válvulas Q-site e as agulhas de fístula AV. 
 
4.3. Materiais e Métodos 
4.3.1. Meios de Cultura 
Foi utilizado o meio Nutrient Broth (13 g/L), uma vez que permite o crescimento de 
várias culturas. Para a contagem celular foi usado NBA (15 g/L). 
 
4.3.2. Válvulas Q-site 
Foram recolhidas válvulas Q-site após a sua utilização. Estas foram recolhidas em tubos 
de plástico de 50 ml estéreis. Uma vez em laboratório foram sujeitas a vários 
procedimentos, para garantir que se na possibilidade de contaminação celular, esta 
possa ser visível. 
Procedimento 1 
As válvulas foram colocadas em meio NB e sonicadas durante 1 min de forma a 
remover para o meio de crescimento as células aderidas à válvula. De seguida o meio 
foi recolhido e semeado em placas de NBA e colocadas numa estufa a 37oC durante 24 
horas para observar o crescimento celular. 
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Procedimento 2 
As válvulas foram colocadas em meio NB e depois numa estufa a 37oC e 150 rpm 
durante 18 horas. Após este período o tubo foi agitado de forma a homogeneizar a 
mistura e realizou-se a cultura da suspensão em placas com NBA. Estas eram colocadas 
numa estufa a 37oC durante 24 horas para observar o crescimento celular. 
 
4.3.3. Agulhas de Fístula Arteriovenosa 
As agulhas de fístula AV foram recolhidos após um tratamento (4 horas), em sacos 
estéreis e de forma a que a agulha não rompesse os mesmos. A estes foram retirados a 
agulha de forma a evitar qualquer acidente durante todo o procedimento. O tubo do 
prolongamento da agulha foi posteriormente cortado a meio de forma a que uma das 
metades fosse utilizada para detetar espécies celulares do interior do tubo e a outra 
para detetar células no seu exterior. 
 
4.3.3.1. Avaliação da Parte Interna da Agulha de Fístula Arteriovenosa 
Foi colocado meio NB no interior do tubo do prolongamento da agulha de fístula AV, 
sendo imediatamente selado recorrendo a clamps próprios para o efeito. O 
prolongamento foi colocado cuidadosamente numa estufa a 37oC e 150 rpm durante 
18 h. Após findo este tempo, o meio contido na agulha de fístula AV foi colocado num 
tudo de 1 ml e agitado. O meio estava então pronto para ser semeado em placas de 
NBA e colocadas numa estufa a 37oC de forma a se poder efetuar a contagem celular. 
 Deteção da biomassa no interior das agulhas de fístula AV por violeta cristal 
Para este ensaio o interior do prolongamento da agulha de fístula AV foi lavado com 
PBS, depois adicionou-se metanol e deixou-se atuar por 15 minutos. Decorrido este 
tempo removeu-se o metanol e deixou-se secar. Adicionou-se violeta cristal 1% que 
ficou a atuar durante 5 minutos, ao fim do qual removeu-se o violeta cristal e lavou-se 
com água. Finalmente adiciona-se ácido acético 33% e lê-se a absorvência a 570 nm. 
Também se utilizou neste ensaio uma agulha de fístula AV estéril, para servir de 
comparação com os recolhidos na clinica.  
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4.3.3.2. Avaliação da Parte Externa da Agulha de Fístula Arteriovenosa 
A metade correspondente do prolongamento da agulha de fístula AV para este ensaio 
foi selada com clamps estéreis de forma a impedir a entrada de algum meio para o seu 
interior. O prolongamento foi então colocado num tubo de plástico e imerso em meio 
NB. O tubo foi colocado numa estufa a 37oC e 150 rpm durante 18 horas. Após 
decorrido este tempo, o tubo foi colocado no vortex e a suspensão semeado em placas 
de NBA e colocado numa estufa a 37oC durante 24 horas. 
 
4.4. Resultados e Discussão 
4.4.1. Válvulas Q-Site 
Tanto no procedimento 1 como no procedimento 2 não se verificou qualquer 
crescimento celular resultante da utilização das válvulas. Este resultado advém do 
facto que as válvulas Q-site fazem a ligação entre as linhas de hemodiálise e os 
cateteres, sendo assim, são alvo de especial cuidado por parte dos profissionais de 
saúde, que efetuam a sua desinfeção a cada tratamento e a sua troca ao fim de uma 
semana. A sua desinfeção é realizada recorrendo ao antimicrobiano 2 (capítulo 3) que, 
como já foi verificado, e o mais eficaz entre os utilizados na clínica. Assim confirma-se 
que os procedimentos adotados na clinica durante os tratamentos são os ideais para a 
qualidade do funcionamento desta unidade de saúde e bem estar do paciente. 
 
4.4.2. Agulhas de Fístula Arteriovenosa 
Após a realização dos procedimentos para verificar a presença de microrganismos 
tanto no interior como no exterior da agulha de fístula AV não se verificou qualquer 
crescimento celular. Já no que diz respeito à cultura de células presentes no exterior 
da agulha de fístula AV verificou-se a existência de duas culturas completamente 
diferentes tanto no que diz respeito à sua morfologia como ao seu número. Sendo 
assim nomearam-se as espécies por espécie 1 e espécie 2. Como se pode verificar pela 
figura 10, que mostra a espécie 1 é a que apesenta um tamanho bastante inferior no 
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entanto bastante numerosa, já a espécie 2 comparativamente à anterior apresenta-se 
em números bastantes reduzidos tendo um tamanho bastante maior. 
 
Figura 10 Resultado dos ensaios de crescimento celular no exterior da agulha de fístula arteriovenosa. 
 
A origem destes microrganismos é provavelmente o paciente. Não só devido à área de 
contacto com a pele mas também contacto com roupas, flora nasal, entre outros. 
Tendo em conta que na zona de contacto entre a agulha de fístula AV e a pele há 
perfuração da mesma, pode ocorrer a migração dos microrganismos que estão no 
exterior da agulha de fístula AV para o interior do organismo do paciente, alguns dos 
organismos encontrados em estudos são o S. epidermidis e S. aureus (Kaplowitz et al., 
1988; Vuong et al., 2002). No entanto, medidas são tomadas por parte dos 
profissionais de saúde para evitar que este fenómeno aconteça, nomeadamente a 
desinfeção do local de inserção da agulha. Como medida preventiva dever-se-ia isolar 
o máximo possível o local onde se encontram as agulhas de fístula AV, não só para 
evitar a contaminação de microrganismos e a migração dos mesmos para o organismo 
mas também por se tratar de um ponto delicado onde qualquer movimento pode por 
em causa o bom funcionamento do tratamento. 
No teste de deteção da biomassa no interior do prolongamento da agulha de fístula AV 
por cristal violeta obteve-se os resultados da tabela 1. 
Espécie 1 
Espécie 2 
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Tabela 1 Resultados dos ensaios para deteção de biomassa no interior das agulhas de fístula AV por violeta 
cristal. 
 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 
Estéril 
Absorvância 
(570 nm) 
0,15±0,02 0,06±0,01 0,25±0,04 0,04±0,1 
 
Quando analisada a presença de biomassa no interior das agulhas de fístula AV 
verificou-se a sua existência (tabela 1), uma vez que se pode verificar que nas amostras 
recolhidas o valor de absorvância é superior ao mesmo ensaio realizado com a agulha 
de fístula AV não utilizada, ou seja, estéril. Este resultado associado ao facto de não 
haver qualquer crescimento celular, sugere que não são biofilmes de microrganismos 
que se encontram aderidos ao interior da agulha de fístula AV, mas sim, agregados 
sanguíneos que devido ao tempo entre a recolha do material e a sua análise, provocam 
a coagulação do sangue. No entanto, havendo existência de sangue nas agulhas de 
fístula AV, indica que não houve um retorno total do mesmo ao organismo do paciente 
como seria de esperar. No entanto, não se tratando de um sistema perfeito é 
impossível que retorne 100% do sangue ao organismo do paciente, mas medidas 
devem ser tomadas para que o sangue que fica no sistema de recirculação seja 
reduzido para o seu mínimo possível. 
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CAPITULO V – Conclusões e Sugestões Para Trabalho Futuro 
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O objetivo principal desta dissertação era encontrar fontes que levassem a infeções 
nosocomiais, principalmente provocadas por biofilmes, numa clinica de hemodiálise. 
Procedeu-se então a uma análise do material in vitro, de forma a avaliar se estes são 
propícios ou não à adesão microbiana e consequente formação de biofilmes. 
Posteriormente avaliaram-se os antimicrobianos utilizados diariamente em prática 
clinica, tendo em conta que estes, para além das boas práticas dos profissionais de 
saúde, são uma das formas mais eficazes de evitar formação de biofilmes. Finalmente 
procedeu-se à recolha de material utilizado durante os tratamentos para avaliar se 
realmente havia contaminação dos mesmos com microrganismos. 
No que diz respeito à analise dos materiais, neste caso linhas de hemodiálise, 
verificou-se que estas favorecem a adesão microbiana quanto realizado um ensaio 
estático, no entanto nos ensaios dinâmicos realizados com um caudal de 300 ml/min, 
verificou-se uma diminuição significativa da adesão microbiana, logo quanto maior o 
caudal, menor a adesão microbiana. Também se pode concluir com a realização destes 
ensaios que quando usadas culturas mistas de Staphylococcus epidermidis e Candida 
albicans, estas têm uma menor adesão ao material do quem culturas puras, indicado 
uma competição entre elas no que diz respeito ao tempo de adesão de 4 horas. Apesar 
da adesão de culturas mistas ser inferior estas ainda podem ser causadoras de 
posteriores infeções ao paciente, o mesmo sucede aquando da aplicação de caudal 
que diminuía a adesão celular no entanto pode ser prejudicial ao paciente ao causar 
desprendimento das células do substrato e provocar infeções em qualquer local do 
organismo.  
Nos ensaios efetuados com os agentes antimicrobianos utilizados na clinica, verificou-
se que o antimicrobiano 2, cuja composição consiste em diglucanato de cloro-hexidina 
e 70% Álcool isopropílico, é o mais eficaz, no entanto em ambos os antimicrobianos 
utilizados não se verificou o crescimento microbiano aquando da sua utilização em 
estado puro. Conclui-se portanto que os procedimentos de desinfeção da clinica são os 
mais adequados.  
Quando analisado o material recolhido verificou-se que no caso das válvulas Q-Site, 
não se detetou nenhum crescimento celular nos ensaios realizados, facto resultante 
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das boas práticas de desinfeção aplicadas na clínica e também pela qualidade dos 
antimicrobianos utilizados. No que diz respeito às agulhas de fístula AV que se utilizam, 
também não se detetou qualquer crescimento microbiano resultante da análise ao seu 
interior, o que pode ser resultante do caudal aplicado no tratamento de hemodiálise. 
Já no exterior das agulhas de fístula foram detetadas duas espécies microbianas, que 
podem ser resultantes do contacto ao longo do tratamento com o doente ou do facto 
de estarem expostos ao ar durante as 4 horas de duração do tratamento. 
Para trabalho futuro, sugerem-se ensaios de adesão em que, em vez de se estudar a 
adesão de agentes infeciosos, como foi o caso deste trabalho, analisar a adesão dos 
componentes constituintes do sangue aos materiais utilizados. Uma vez que o não 
retorno de todos os componentes sanguíneos ao paciente pode ser problemático. 
A segunda sugestão seria, não só recolher as agulhas de fístula AV e válvulas Q-Site, 
mas também linhas de hemodiálise para análise, o que não foi possível fazer para esta 
dissertação. E assim poder verificar se há alguma correlação entre os ensaios in vitro e 
o material recolhido.  
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A1 Curvas de Calibração 
Para se poder determinar a concentração celular a utilizar nos ensaios de adesão e 
para a formação de biofilme foram realizadas as curvas de calibração da figura 11. 
 
   
   
Figura 11 Curva de calibração para a determinação da concentração de A: S. epidermidis 1457 e B: C. albicans 
SC5413. 
 
A estirpe Candida albicans utilizada no estudo foi a C. albicans SC5413, esta foi 
colocada a crescer em placas de YPDA durante 24 horas a 37oC, posteriormente eram 
inoculadas em YPD e incubadas 18 horas a 37oC e 150 rpm. A estirpe de S. epidermidis 
utilizada foi a S. epidermidis 1457, esta estirpe cresceu em placas de TSA durante 24 
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horas a 37oC. Após o seu crescimento foram inoculadas em TSB e incubadas por um 
período de 18 horas a 37oC e 150 rpm. Decorrido o período de 18 horas os 
microrganismos foram recolhidos por centrifugação a 8000g por 5 minutos a 4oC e 
lavadas 2 vezes com PBS e colocados em meio NB e vortexados de forma a uniformizar 
a suspensão. Após este procedimento foram feitas diluições sucessivas das suspensões 
e mediu-se a sua densidade ótica a 640 nm e foram inoculadas em placas com TSA 
para a S. epidermidis, YPDA para a C. albicans durante 24 horas a 37oC. Obteve-se 
assim o número de células viáveis e a densidade ótica relativa a cada diluição efetuada. 
